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Современная этиологическая диагностика острых инфекционных диарейных заболеваний (ОИДЗ) характеризу-
ется непрерывным совершенствованием уже существующих традиционных методов исследования (бактериоло-
гического, вирусологического, серологического и паразитологического) и поисками новых, более эффективных на-
правлений диагностики. Примером такого направления может служить молекулярная клиническая диагностика, 
и в частности методы, основанные на применении полимеразной цепной реакции и различных ее модификаций 
(гнездная ПЦР, РТ-ПЦР, мультиплексная ПЦР и др.). В последние годы увеличивается опыт применения ПЦР в 
диагностике острых инфекционных диарейных заболеваний и в России, особенно в диагностике вирусных диарей, 
вследствие отсутствия альтернативных доступных методов их лабораторной верификации. Однако и в случаях 
острых диарейных заболеваний бактериальной природы диагностические системы на основе ПЦР имеют за-
метное преимущество по сравнению с рутинными методами, в частности, в диагностике кампилобактериозов 
и шигеллезов. Описаны работы зарубежных и отечественных авторов, в которых показана несомненная эффек-
тивность различных модификаций ПЦР в этиологической верификации ОИДЗ, что может способствовать более 
широкому использованию их на практике наряду с традиционными рутинными методами исследования.
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Present-day research on etiological diagnostic methods of acute infectious diarrheal diseases can be characterized by 
continuous improvement of existing examination methods (bacteriological, virological, serological, and parasitological) 
and by attempts to discover more effective diagnostic techniques. Molecular clinical diagnostics, more specifically, 
methods based on polymerase chain reaction (PCR) and PCR modifications (nested PCR, RT-PCR, multiplex PCR) can 
be considered as such techniques. Recently there has been an increasing use of PCR in diagnostics of acute infectious 
diarrheal diseases in Russia. This method is often used in diagnostics of viral diarrheas due to unavailability of alternative 
methods of laboratorial verification. On the other hand PCR-based diagnostic methods have a significant advantage over 
routine diagnostic methods in cases of acute bacterial diarrheal diseases (shigellosis, campylobacteriosis). A number 
of research papers by foreign and Russian scientists have shown the advantage of using different PCR modifications in 
etiological verification of acute infectious diarrheas. That may contribute to a wider use of new techniques along with 
traditional routine diagnostic methods. 
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Н а сегодняшний день диагностика инфекци-
онных болезней сохраняет все свои тради-
ционные черты, сформировавшиеся за по-

следние десятилетия, характеризуясь в то же время 
непрерывным совершенствованием уже найденных 
приемов и методов распознавания болезней и поис-
ками новых, более эффективных. Ранний и макси-
мально достоверный диагноз является основой для 
проведения рациональной и эффективной терапии, 

прогнозирования течения и исходов заболевания и 
служит отправной точкой в проведении адекватных 
противоэпидемических и профилактических меро-
приятий [21].

Рутинная лабораторная диагностика острых 
инфекционных диарейных заболеваний на совре-
менном этапе. Этиологическая верификация инфек-
ционного диагноза проводится с помощью бактерио-
логического, вирусологического, серологического и 
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паразитологического методов лабораторного иссле-
дования, которые позволяют провести типирование 
и идентификацию возбудителей [6, 21]. Все перечис-
ленные выше методы могут использоваться и в диа-
гностике острых инфекционных диарейных заболе-
ваний (ОИДЗ).

Несмотря на постоянное совершенствование 
материально-технической базы лабораторной диагно-
стики, бактериологические исследования продолжают 
занимать ведущее место в диагностике инфекционных 
диарей. Они отличаются специфичностью, обуслов-
ленной непосредственным выделением и идентифи-
кацией возбудителя с определением его признаков, 
включая чувствительность к антибактериальным пре-
паратам. Как один из основополагающих факторов, 
приводящих к успешному выделению чистых культур 
энтеробактерий, рассматривают правильный, своев-
ременный забор и доставку материала для исследова-
ния [18, 34]. Особую значимость приобретает макси-
мально раннее установление возбудителя в случаях, 
в которых требуется проведение срочных лечебных и 
противоэпидемических мероприятий, например при 
массовых заболеваниях в коллективах и семьях, при 
вспышке внутрибольничной инфекции [23].

Классический бактериологический анализ тру-
доемок и длителен. Исследование проходит ряд 
этапов, каждый из которых заканчивается опреде-
ленным результатом. Традиционное понимание 
этапности бактериологического исследования под-
разумевает разделение его по времени (часы, сутки 
после первичного посева на питательные среды) 
и последовательное проведение идентификации 
выделенных культур до вида или варианта в соот-
ветствии с современной классификацией микроор-
ганизмов. Окончательный ответ на присутствие в 
пробе патогенных энтеробактерий может быть по-
лучен только после изоляции чистой культуры и ее 
последующей идентификации по биохимическим и 
серологическим свойствам [9, 18].

Современные рутинные бактериологические ис-
следования позволяют установить этиологию ОИДЗ 
в случаях бактериальных инфекций, вызванных огра-
ниченным числом известных патогенных и условно-
патогенных микроорганизмов, которые в общей 
массе регистрируемых случаев составляют не более 
трети. Из всего спектра бактериальных возбудителей 
ОИДЗ лабораторное бактериологическое исследова-
ние проводится в основном на шигеллы, сальмонел-
лы, патогенные эшерихии.

Положительные результаты бактериологических 
исследований колеблются в широких пределах, со-
ставляя, например, для шигелл от 10 до 85% [6, 18]. 
Значительно реже производится выделение иерси-
ний. Бактериологический метод выделения иерсиний 
длительный, имеет невысокую ценность. Выделяе-
мость иерсиний из фекалий при гастроэнтеритах в 
среднем не превышает 0–3% [2, 18, 24]. Практически 
не выделяется кампилобактер в связи со сложностью 
культивирования и отсутствием отечественных пита-
тельных сред. Пока не существует единых методов 
одновременного выделения кампилобактерий и дру-
гих возбудителей кишечных инфекций, что обуслов-

лено особыми условиями выделения и идентифика-
ции кампилобактерий [1, 40, 46, 47].

Таким образом, очевидно, что возможности бак-
териологических методов имеют существенные 
ограничения, что не только связано с правилами за-
бора анализов и используемых ингредиентов, но и 
в существенной степени зависит от особенностей 
патогенеза развития заболевания. В частности, при 
иерсиниозах имеется крайне низкий показатель бак-
териологической верификации, что связано с особен-
ностью внутриклеточной локализации возбудителя 
и изменением его антигенной структуры в процессе 
персистенции [24].

Серологические методы диагностики ОИДЗ ис-
пользуют для выявления специфических антител в 
сыворотке крови больного и нарастания их титров 
в динамике. В основном это варианты агглютинаци-
онных тестов (наиболее широко распространенным 
среди которых является реакция непрямой гемагглю-
тинации (РНГА). Однако эти методы не используются 
для ранней диагностики, они имеют лишь вспомога-
тельное и ретроспективное значение. Следует отме-
тить, что в последние годы даже тогда, когда диагноз 
шигеллезов не вызывал сомнения, диагностически 
достоверное нарастание титров антител в РНГА от-
мечено в 7–8% случаев [6]. Серологические исследо-
вания при кампилобактериозе, по данным различных 
зарубежных исследований, также неоднозначны и не 
могут играть решающей роли в постановке диагноза 
[35, 47].

К методам экспресс-диагностики относят реакции 
прямой (РИФ) и непрямой иммунофлюоресценции, 
которые отличаются относительной простотой по-
становки и скоростью получения результата. Однако 
широкого применения они так и не получили, что мо-
жет быть связано с недостаточной специфичностью 
результатов, обусловленной, возможно, сходством 
антигенной структуры патогенных и некоторых непа-
тогенных энтеробактерий, относящихся к нормаль-
ной микрофлоре человека [6, 18].

Особую проблему составляет диагностика вирус-
ных гастроэнтеритов. Одним из самых старых мето-
дов диагностики является вирусологическое иссле-
дование, основанное на изоляции и идентификации 
вируса из клинического материала, однако трудоем-
кость, длительность проведения и высокая стоимость 
метода не позволяют его применять в практической 
медицине [11]. Количество лабораторных методов, 
используемых для диагностики вирусных ОИДЗ, не-
прерывно растет. Различные методы лабораторной 
диагностики вирусных диарей продолжают широко 
изучаться и совершенствоваться как в России, так и 
за рубежом. При этом большинство из них имеют в 
основном научное и исследовательское значение, а 
используемые в практических лабораториях методы 
рутинной диагностики недостаточно информативны 
и имеют множество недостатков [3, 4, 31, 49].

Паразитологические исследования направлены на 
выявление очень распространенных как среди детей, 
так и среди взрослых кишечных паразитов – глистов и 
простейших (Entamoeba histolytica, Giardia inte-stinalis 
и др.). Традиционно используется микроскопическое 
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мя подбор последовательности праймеров обеспе-
чивается автоматически с использованием соответ-
ствующих программ, а конструирование праймеров 
проводится после определения нуклеотидных после-
довательностей в исследуемой ДНК методом секве-
нирования. Для анализа сходства испытуемых ДНК с 
известными нуклеотидными последовательностями 
используют данные международных компьютерных 
банков GenBank и EMBL, поставляющих программы 
анализа DNASUN или DNASIS [9, 10]. Использова-
ние термостабильных Taq-ДНК-полимераз, получен-
ных из термофильных бактерий Thermus aquaticus, 
исключает необходимость добавления фермента по-
сле каждого цикла копирования и разделения цепей 
в ходе нагревания. Это позволило сделать процесс 
ПЦР циклическим и использовать его in vitro. Важ-
ным фактором воспроизводимости реакции ампли-
фикации и обеспечения цикличности процесса путем 
последовательной смены температуры реакционной 
смеси является приборное обеспечение. Основной 
прибор для проведения ПЦР – амплификатор (термо-
циклер). Такое важное свойство прибора, как актив-
ное регулирование, позволяет добиваться достиже-
ния нужной температуры реакционной смеси внутри 
пробирки в значительно более короткие сроки, чем 
при обычном регулировании. В результате сокраще-
ния времени реакции увеличивается время сохране-
ния активности Taq-полимеразы, что позволяет уве-
личить количество циклов амплификации и снизить 
риск неспецифического отжига праймеров [9, 19].

Выявление специфичной ДНК в продуктах ПЦР 
чаще всего проводят при помощи их электрофоре-
за в 2–3% геле агарозы, содержащем бромид эти-
дия (рис. 1).

Другим способом детекции является гибридиза-
ция продуктов ПЦР флюоресцентно или радиоак-
тивно меченным зондом – олигонуклеотидом, ком-
плементарным внутренней области размножаемого 
фрагмента мишени [5, 9].

исследование фекалий, которое не всегда является 
достоверным, так как не всегда наличие паразитов 
в организме сопровождается обнаружением их в ис-
следуемом материале [44]. Поэтому данные исследо-
вания нужно повторять по нескольку раз (что почти 
не увеличивает вероятность обнаружения паразитов). 
Для решения вопроса о паразитах используются так-
же серологические реакции, основанные на выявлении 
специфических антител (РИФ, реакция связывания 
комплемента, иммуноферментный анализ), а также 
косвенные методы диагностики, включающие оценку 
эпидемиологической вероятности заражения, клини-
ческие проявления, отклонения в других анализах (на-
пример, эозинофилия в общем анализе крови) [35, 45].

Таким образом, на фоне комплексного использова-
ния вышеперечисленных методов и сохраняющегося 
высокого уровня заболеваемости острыми кишечны-
ми инфекциями этиологическая диагностика их во 
многих случаях поздняя, большинство диарей оста-
ются нерасшифрованными, а число диагностических 
ошибок достигает 12,2–14,7% и остается стабильным 
[12]. Поэтому на современном этапе важное значение 
приобретает выбор доступных, и в то же самое время 
высокочувствительных и специфических методов ис-
следования [4, 5, 34].

Современные методы ДНК-диагностики и при-
менение их в практике ОИДЗ. Развитие медицины 
и диагностики в частности всегда зависело от про-
гресса в области фундаментальных наук. Очень часто 
новое направление в области диагностики возникало 
в ответ на крупные достижения в области физики, 
химии, математики, биологии [13]. Примером такого 
направления может служить молекулярная клиниче-
ская диагностика, успехи в которой, достигнутые за 
последние десятилетия, связаны в основном с при-
менением генно-инженерных методов.

В настоящее время имеется два направления 
ДНК-диагностики: гибридизационный анализ ну-
клеиновых кислот и диагностика с использованием 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) [9].

Одним из наиболее выдающихся достижений в 
области молекулярной биологии за последние 25 лет 
стало открытие ПЦР, что ознаменовалось новым эта-
пом в медицине – широким применением методов 
молекулярной диагностики на основе ПЦР [8, 26].

Принцип метода ПЦР, который представляет со-
бой многократный циклический процесс естествен-
ной репликации сегмента молекулы ДНК, был раз-
работан Кэри Мюллисом (фирма "Cetus", США) в 
1983 г. (за открытие которого он был удостоен Нобе-
левской премии в области химии). Появлению ПЦР 
предшествовали такие достижения в молекулярной 
генетике, как расшифровка нуклеотидных последо-
вательностей геномов ряда микроорганизмов и вы-
деление специфических, открытие фермента ДНК-
полимеразы, которые обеспечивают репарацию и 
репликацию ДНК [8].

Для проведения реакции необходимо синтезиро-
вать два праймера, состоящих из 15–30 нуклеотидов, 
каждый из которых комплементарен участку одной 
из двух молекул ДНК, примыкающему к выбранному 
для амплификации сегменту [22]. В настоящее вре-

Рис. 1. Детекция продуктов амплификации методом электрофо-
реза в агарозном геле.
+ положительный контроль; - отрицательный контроль; 1, 2, 3 – отри-
цательные результаты; 4 – положительный результат; ВК – внутренний 
контроль амплификации.
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обходимо приборное обеспечение, которое включает 
амплификатор, флюоресцентный детектор и ком-
пьютер. Принцип метода – детекция одновременно с 
амплификацией путем измерения флюоресцентного 
сигнала в каждом цикле амплификации. Типы real-
time PCR различаются по способам генерации репор-
терной флюоресценции. Одним из основных прин-
ципов, лежащим, например, в основе технологии 
TagMan, является использование меченых зондов, 
комплементарных средней части амплифицируемого 
фрагмента и несущих флюорофор в 5’-положении и 
гаситель флюоресценции в 3’-положении [7, 28, 37]. 
Когда флюорофор и гаситель связаны с олигонуклео-
тидным зондом, наблюдается лишь незначительная 
флюоресцентная эмиссия. Во время процесса ампли-
фикации за счет 5’-экзонуклеазной активности Taq-
полимеразы флюоресцентная метка переходит в рас-
твор, освобождаясь от соседства с гасителем, и ге-
нерирует флюоресцентный сигнал, усиливающийся 
в реальном времени пропорционально накоплению 
амплификата (рис. 3).

Анализ кинетики флюоресценции в каждой ам-
плификационной ячейке позволяет рассчитывать ко-
личество исходной матрицы, используемой в реакции 
амплификации [5, 7].

Таким образом, данный метод позволяет суще-
ственно повысить достоверность ПЦР-анализа, а 
также значительно сократить трудоемкость исследо-
вания, а возможность количественной оценки и одно-
временного анализа нескольких параметров открыва-
ет новые перспективы в генодиагностике [7, 26].

По многочисленным данным различных зару-
бежных авторов, внедрение ПЦР в диагностику 
ОИДЗ позволило не только повысить эффектив-
ность этиологической расшифровки острых диа-
рейных заболеваний, но и изменить представление 
об их современной этиологической структуре. Раз-
работаны тест-системы для детекции таких пато-
генных бактерий кишечной группы, как Salmonella 

Такие свойства ПЦР, как высокая специфичность, 
чувствительность (10–100 клеток в пробе), возмож-
ность идентификации внутриклеточных и трудно-
культивируемых патогенов, универсальность проце-
дуры выделения различных возбудителей и, наконец, 
высокая скорость получения результатов анализа 
обусловливают преимущества ПЦР в диагностике 
инфекционных заболеваний [5, 10].

Метод "классической" направленной ПЦР претер-
певает значительные изменения, связанные с разра-
боткой и внедрением различных тест-систем (в том 
числе и отечественных), применяемых для количе-
ственного анализа ДНК (РНК), а также различных 
модификаций ПЦР (гнездная ПЦР, РТ-ПЦР, мульти-
плексная ПЦР и др.) и альтернативных методов ам-
плификации нуклеиновых кислот (лигазная цепная 
реакция) [5, 9].

В частности, мультиплексная ПЦР позволяет про-
водить реакцию с двумя–четырьмя неперекрещиваю-
щимися праймерами нескольких возбудителей, что 
позволяет проверить одну пробу на наличие нуклеи-
новых кислот сразу нескольких возбудителей. Такой 
подход уже широко используется в диагностической 
практике (рис. 2).

Одна из наиболее значимых проблем ПЦР-
диагностики – возможность получения ложнополо-
жительных результатов вследствие контаминации 
продуктов реакции. Успехи флюориметрических 
технологий, а также разработка прибора, который 
позволяет измерять концентрацию ампликонов не-
посредственно в ходе реакции, привели к созданию 
ПЦР в реальном времени [37]. Внедрение этого ме-
тода в лабораторную практику позволило отказать-
ся от отдельного этапа регистрации результатов, 
устранить угрозу контаминации специфическими 
продуктами реакции, снизить требования к органи-
зации лабораторного процесса и решить проблемы 
количественного определения ампликонов в ходе ре-
акции. Для постановки ПЦР в реальном времени не-

Рис. 2. Детекция продуктов амплификации мультиплексной ПЦР 
методом электрофореза в агарозном геле.
К – контроль на 4 различных возбудителя; ВК – внутренний контроль 
амплификации; 1 – отрицательный контроль; 2, 3, 5 – положительный 
результат на К2; 6, 7 – положительный результат на К3; 4 – отсутствует 
полоса ВК – амплификация не прошла.

Рис. 3. Схема TaqMan. Количественная ПЦР.
1 – флюоресцентная метка и гаситель связаны с олигонуклеотидным 
зондом – флюоресцентная эмиссия незначительна; 2 – флюоресцентная 
метка освобождается от соседства с гасителем – усиление флюоресцент-
ного сигнала.
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этим требованиям в наибольшей степени отве-
чают диагностические методики, использующие 
мультиплексную ПЦР при сохранении высокой 
аналитической чувствительности [14, 25, 30, 36, 
39]. В частности, описаны работы по разработке 
тест-систем для детекции микроорганизмов ро-
дов Salmonella, Shigella и энтероинвазивных E. 
coli, а также Salmonella, Shigella и Campylobacter 
[25, 30, 36, 39, 41, 48].

Имеются также отечественные разработки 
тест-систем с гибридизационно-флюоресцентной 
детекцией продуктов амплификации на такие ча-
сто выявляемые возбудители, как микроорганизмы 
родов Shigella и EIEC, Salmonella, Campylobacter. 
Полученные в ходе данных работ результаты сви-
детельствуют о возможности эффективного при-
менения метода детекции возбудителей ОИДЗ на 
основе ПЦР с гибридизационно-флюоресцентной 
детекцией продуктов амплификации [15].

Заключение. ОИДЗ остаются одними из самых 
актуальных инфекционных заболеваний в связи с 
повсеместной распространенностью, стабиль-
но высокой заболеваемостью и наблюдаемыми 
в настоящее время качественными изменениями 
в структуре и характере их течения. Достаточно 
остро стоит и проблема диагностики ОИДЗ, так 
как используемые рутинные методы обеспечивают 
верификацию диагноза лишь в 15–30% случаев, 
что совершенно не соответствует современному 
уровню практического здравоохранения. Успеш-
ное применение методов ДНК-диагностики в ме-

дицине открывает новые возможности и в диагностике 
острых кишечных инфекций. В связи с непрерывным 
развитием медицинских технологий, несомненно, бу-
дут продолжаться поиск и внедрение в практику со-
временной клинико-диагностической лаборатории 
ОИДЗ наряду с традиционными рутинными методами 
новых диагностических систем, более универсальных, 
экономичных и доступных, но в то же самое время вы-
сокочувствительных и специфических.
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Рис. 4. Разработанная нами мультиплексная тест-система на кишечные 
бактерии родов Salmonella, Shigella, Campylobacter, Klebsiella, Proteus. 
Детекция продуктов амплификации методом электрофореза в акрила-
мидном геле.
1 – + Proteus, 2 – + Shigella, 3 – + Campylobacter, 4 – + Salmonella, 5 – + Proteus, 
К – контроль, М – маркер (mix – ДНК-проба на все 5 бактерий).
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